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La dinorfina (DYN) describe a una familia de neuropéptidos que regulan múltiples 
procesos fisiológicos, incluyendo la ingesta de alimentos. Estos neuropéptidos se pueden 
clasificar en opioides y no-opioides, dependiendo si sus efectos son mediados por la 
activación de receptores acoplados a proteína G del tipo opioide. Se sabe que los 
péptidos DYN opioide participan en ingesta de alimentos. Sin embargo, el rol del péptido 
no opioide DYN-A2-17 en la ingesta de alimentos es desconocido. Nuestro laboratorio fue 
el primero en demostrar que la inyección de DYN-A2-17 en el núcleo paraventricular del 
hipotálamo (PVN) aumenta la ingesta de alimentos. En PVN se expresan diversos 
neuropéptidos incluyendo el factor liberador de corticotropina (CRF), involucrado en 
respuesta a estrés y regulación de la ingesta de alimentos. El objetivo de esta tesis fue 
determinar los mecanismos neuronales de acción de DYN-A2-17 en PVN que median su 
efecto en ingesta de alimento. La evidencia actual sugiere que el efecto de DYN-A2-17 en 
alimentación sería consistente con la activación en PVN de neuronas de CRF provocando 
una liberación local de CRF en este núcleo, pero esto no ha sido demostrado. Nuestra 
hipótesis es que DYN-A2-17 aumenta la ingesta de alimento activando neuronas que 
expresan el neuropéptido CRF en PVN. En primer lugar, se evaluó si el bloqueo local de 
receptores de CRF disminuye los efectos de la inyección en PVN de DYN-A2-17 en la 
ingesta de alimentos mediante la inyección en ratones del antagonista del receptor de 
CRF αCRF9-41 en PVN. En segundo lugar, se evaluó mediante inmunohistoquímica la 
activación de neuronas del PVN, incluyendo las neuronas que expresan CRF a partir de 
la inyección en PVN de DYN-A2-17 en ratones. Finalmente, se evaluó si la inyección de 
DYNA2-17 en PVN aumenta los niveles de ACTH plasmática en ratones. Nuestros 
resultados indican que el pretratamiento con el antagonista del receptor de CRF en PVN 
bloquea los efectos de DYN-A2-17 en ingesta de alimento y que la inyección de DYN-A2-17 
en PVN aumenta el ACTH plasmático. Estos resultados sugieren que DYN-A2-17 es un 
neuropéptido que promueve la ingesta de alimento a través de sus acciones en PVN, las 
cuales dependerían de la señalización local de CRF en PVN.  La importancia de este 
estudio es la identificación de mecanismos neuronales que contribuyen a la regulación 
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de la alimentación y del balance energético, facilitando así el diseño de posibles terapias 
para el tratamiento de patologías de trastornos de alimentación. 
2. ABREVIACIONES 
 
aCSF: Líquido encéfalo raquídeo artificial 
ACTH: Hormona adrenocorticotropina 
BSA: Albumina de suero bovino 
CHOW: Comida estándar (pellet) 
CRF: Factor liberador de corticotropina 
DAB: Diaminobenzidina 
DYN: Dinorfina 
FOS: Marcador de actividad neuronal 
ICV: Intra-cerebroventricular 
LH: Hipotálamo Lateral 
NMDA: ácido N-metil-D-aspártico 
OXA: Orexina-A 
OXB: Orexina-B 
OXR1: Receptor 1 Orexina 
OXR2: Receptor 2 Orexina 
PBS: Solución Tampón Fosfato Salino 
PFA: Paraformaldehido 
PVN: Núcleo paraventricular del hipotálamo 







3.1. Los neuropéptidos de DYN: Péptidos con acción en el sistema 
nervioso central 
 
Los neuropéptidos de dinorfina (DYN) son expresados por neuronas del sistema nervioso 
central en la médula espinal y distintas zonas del cerebro, incluyendo el hipocampo, la 
amígdala, el hipotálamo y el cuerpo estriado entre otras (Schwarzer, 2009). Estos 
neuropéptidos participan en la regulación de distintos procesos fisiológicos, incluyendo 
dolor, función gastrointestinal, función autonómica, aprendizaje, memoria, recompensa, 
adicción e ingesta de alimentos (Schwarzer, 2009; Bodnar, 2016).   
Los neuropéptidos de DYN son producidos a partir de un único precursor peptídico, 
llamado prepro-dinorfina (Young et al., 1987; Schwarzer,2009). Los neuropéptidos de 
DYN se pueden clasificar como opioide o no-opioide dependiendo de si sus efectos 
biológicos son mediados por receptores acoplados a proteína G del tipo opioide 
(Wollemann y Benyhe, 2004). A pesar de que los neuropéptidos de DYN no opioide se 
descubrieron en 1982, la investigación acerca de los neuropéptidos DYN se ha centrado 
en los neuropéptidos DYN opioide. Por tanto, el rol fisiológico de los neuropéptidos de 
DYN no opioide aún no es claro.   
La activación de receptores opioides blanco de neuropéptidos de DYN opioide promueve 
la ingesta de alimentos en distintas zonas del cerebro, incluyendo el núcleo 
paraventricular del hipotálamo (PVN). En ratas, la inyección intracerebroventricular (i.c.v.) 
de DYN-A1-17, agonista selectivo para el receptor opioide tipo kappa, aumenta la ingesta 
de alimentos (Gosnell et al., 1986a). Además, la administración en PVN de DYN-A opioide 
en ratas o en ratones macho aumenta significativamente la ingesta de alimento estándar 
de forma dosis dependiente (Gosnell et al., 1986b; Gac et al., 2016). La inyección i.c.v. 
de agonistas opioides como DAMGO, agonista del receptor opioide tipo µ, aumenta la 
ingesta de alimentos preferidos en ratas, mientras que la inyección en PVN de 
antagonistas de receptores opioides tipo kappa o µ disminuye la ingesta de alimentos 
preferidos en ratas (Taha, 2010). En conjunto, esta evidencia señala que los péptidos 
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DYN opioides regulan la ingesta de alimentos. Sin embargo, el rol de los neuropéptidos 
de DYN no opioide en la regulación de la ingesta de alimentos no es claro. En las 
siguientes secciones discutiremos evidencia acerca de las vías de síntesis de 
neuropéptidos de DYN, y la evidencia acerca del rol fisiológico de DYN no opioides. 
 
3.2. Síntesis de DYN 
 
La familia de neuropéptidos DYN incluye al menos seis miembros, todos producidos a 
partir de un gen precursor llamado pro-dinorfina (pDYN) (Young et al., 1987; Schwarzer, 
2009). El proceso de síntesis de los péptidos DYN se resume en la Figura 1. El gen pDYN 
contiene cuatro exones. Los exones 1 y 2 codifican para la mayoría de la región 5' no 
traducida, los exones 3 y 4 contienen la secuencia de codificación; el exón 3 codifica un 
péptido señal. A partir de este gen y mediante un proceso de splicing alternativo se 
generan dos transcritos (FL1 y FL2), que contienen cada uno la secuencia de codificación 
completa de pDYN. La forma predominante FL1 está altamente expresada en estructuras 
límbicas tales como el núcleo accumbens y la amígdala, mientras que la expresión de 
FL2 está restringida a unas pocas áreas del cerebro, incluido el hipotálamo. La traducción 
de estos transcritos genera el precursor peptídico prepro-dinorfina. Este precursor es 
procesado por distintas endopeptidasas (prohormonas convertasas (PC), PC1 y PC2 y 
Carboxipeptidasa E) generándose diferentes péptidos de dinorfina. El procesamiento por 
PC2 genera los péptidos α-neoendorfina, DYN-A1-17, DYN-A1-8 y DYN-B. Este 
procesamiento se potencia por la carboxipeptidasa E (Schwarzer, 2009). DYN-A2-17, 
también conocido como des-tyr-DYN es sintetizado a partir de degradación enzimática 
del extremo amino terminal de DYN-A (Young et al., 1987), pero la o las enzimas que 
participan en este proceso no han sido identificadas. La pérdida del grupo amino terminal 
de los péptidos de DYN-A es suficiente para eliminar la afinidad por el receptor kappa 
opioide (Lee et al., 2014). Por lo tanto, a partir de la degradación enzimática del péptido 
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3.3. Neuropéptidos de DYN no opioides: DYN-A2-17 
 
La existencia de neuropéptidos DYN con acción no opioide fue descrita por primera vez 
en 1982 (Walker et al., 1982a; Walker et al., 1982b). En estos estudios, se demostró que 
el péptido DYN-A2-17 o desTyr-DYN tiene efectos fisiológicos que no dependen de la 
activación de receptores opioides. La aplicación por iontoforesis de DYN-A2-17 a neuronas 
piramidales del hipocampo (CA1 Y CA3) aumentó su frecuencia de disparo. Además, la 
 
Figura 1. Síntesis de los diferentes neuropéptidos de dinorfina: DYNA y DYNB; a partir 








administración i.c.v de DYN-A2-17 en ratas aumenta la actividad neuronal registrada 
mediante electroencefalograma (Walker et al., 1982a) y bloquea el efecto analgésico de 
la administración subcutánea de morfina (agonista de receptores opioides) en el test de 
latencia de retirada de la cola frente a un estímulo térmico (Walker et al., 1982b). Estos 
datos sugieren que DYN-A2-17 es un péptido no opioide que tiene efectos excitatorios.  
La evidencia acerca del rol fisiológico de DYN-A2-17 es escasa. En roedores, DYN-A2-17 
participa en la regulación de dolor, la ingesta de líquidos y la regulación térmica (Walker 
et al., 1982b; Cavicchini et al., 1989; Shukla y Lemaire, 1992; Tsushima et al., 1993; 
Vanderah et al., 1996). Si bien el receptor de DYN-A2-17 en el sistema nervioso central es 
desconocido, los candidatos propuestos incluyen al receptor de bradiquinina y NMDA. 
Estudios han demostrado que existe una moderada afinidad entre los receptores de 
bradiquinina y péptidos no opioides derivados de DYN-A. La inyección intratecal en ratas 
de HOE-140, antagonista selectivo del receptor 2 de bradiquinina (B2), bloquea la 
hiperalgesia inducida por la inyección intratecal del péptido DYN-A2-13 no opioide. 
Además, la administración de DYN-A2-13 intratecal en ratas no induce hiperalgesia en 
ratones transgénicos que carecen del receptor B2 de bradiquinina (Lai et al., 2008). Con 
respecto al receptor NMDA, DYN-A2-17 tiene una alta afinidad por el sitio de unión del 
receptor NMDA en cultivos primarios de neuronas corticales de rata (Tang et al., 1999; 
Tang et al., 2000), DYN-A2-17 potencia transitoriamente corrientes mediadas por el 
receptor NMDA (Lai et al., 1998) y los efectos de excitotoxicidad neuronal provocados 
por DYN no opioide son bloqueados por antagonistas de los receptores NMDA (Tang et 
al., 2000). Sin embargo, DYN-A2-17 aumenta el calcio intracelular en cultivos de neuronas 
corticales de forma independiente a la función del receptor de NMDA (Tang et al., 2000). 
En resumen, a pesar de que DYN-A2-17  interactúa con los receptores NMDA y 
bradiquinina, no es claro si estos receptores de membrana median los efectos de DYN-






3.4. Control hipotalámico de la ingesta de alimento. 
 
La ingesta de alimentos está regulada por un complejo sistema de señales centrales y 
periféricas. La regulación periférica incluye señales de saciedad y señales de adiposidad. 
Las señales de saciedad como colecistoquinina (CCK), el péptido similar al glucagón 1 
(GLP-1) y el péptido YY (PYY) se originan en el tracto gastrointestinal (GI) en el periodo 
post-prandial y, a través del nervio vago envían información al núcleo del tracto solitario 
(NTS) en el tronco cerebral caudal. Las fibras aferentes del NTS proyectan al núcleo 
arcuato (ARC) ubicado en el hipotálamo, donde las señales de saciedad se integran con 
las señales de adiposidad (leptina e insulina), y se conectan hacia otras neuronas del 
hipotálamo, creando así una compleja red de circuitos neuronales que controlan la 
respuesta de un individuo frente a una comida. El hipotálamo es la principal zona del 
cerebro involucrada en la regulación de la homeostasis. Está compuesto de múltiples 
regiones y subtipos neuronales, integrando información acerca del estado nutricional del 
organismo para regular conductas y procesos fisiológicos asociados al consumo de 
alimentos (Valassi et al., 2008).   
 
En el hipotálamo existen distintos núcleos involucrados en la regulación de la ingesta de 
alimentos. El núcleo ARC, que se encuentra adyacente al tercer ventrículo contiene dos 
grupos interconectados de neuronas, un grupo de neuronas libera el neuropéptido Y 
(NPY) y el péptido AGRP, provocando el aumento en la ingesta de alimentos (Atasoy et 
al., 2012), y las neuronas pro-opiomelanocortina (POMC) y CART provocan una 
disminución en la ingesta de alimentos. Los axones de estas neuronas proyectan al 
núcleo paraventricular (PVN), donde se secretan las sustancias anorexigénicas hormona 
liberadora de tirotropina (TRH), hormona liberadora de corticotropina (CRH) o factor 
liberador de corticotropina (CRF) y oxitocina, y en parte al hipotálamo lateral (LH), donde 
se produce la hormona concentradora de melanina (MCH) y orexinas. Cuando las 
señales de adiposidad alcanzan ARC, se liberan péptidos anorexigénicos que activan un 
circuito catabólico. Por el contrario, la activación de la vía anabólica conduce a la 
liberación de péptidos orexigénicos y ocurre cuando las concentraciones de leptina o 
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insulina en el cerebro son bajas, lo que indica la urgencia de reponer las reservas de 



















Figura 2. Esquema principales vías cerebrales de control de la ingesta de alimentos: 
ARC, núcleo arcuato; NTS, núcleo del tracto solitario; CCK, colecistocinina; GLP-1, péptido 
similar al glucagón 1; PYY, péptido YY. PVN, núcleo paraventricular; LHA, hipotálamo lateral; 
AFP, área periforniana; NPY, neuropéptido Y; AGRP, péptido relacionado con Agouti; POMC, 
pro-opiomelanocortina; CART, transcripción regulada por cocaína y anfetamina; CRH, 
hormona liberadora de corticotropina; TRH, hormona liberadora de tirotropina; OX, oxitocina; 




3.4.1. El núcleo paraventricular del hipotálamo (PVN): Su rol en homeostasis y 
alimentación. 
 
PVN es un núcleo ubicado dentro del hipotálamo que está involucrado en el control de 
distintas funciones homeostáticas, incluyendo estrés y la ingesta de alimentos. 
Antecedentes muestran que lesiones en PVN provocan hiperfagia y obesidad (Leibowitz 
et al., 1981). En PVN se existen diferentes poblaciones neuronales, como las neuronas 
productoras de CRF, las neuronas productoras de oxitocina y TRH (Valassi et al., 2008).  
CRF es una hormona peptídica que actúa como neurotransmisor y está involucrado en 
la respuesta al estrés, se sintetiza principalmente en PVN y en el núcleo ventromedial 
(VMH). Tiene una alta potencia anorexigénica en condiciones de estrés, y en ratones 
expuestos a ayuno prolongado tiene un efecto atenuador del apetito (Valassi et al., 2008). 
El rol más clásico de CRF es la activación del eje HPA, el cual tiene un rol clave en la 
respuesta fisiológica a estrés. Un estímulo estresor activa las neuronas productoras de 
CRF en PVN, lo que conduce a la secreción de CRF en la eminencia media, y estimula 
la secreción de la hormona adrenocorticotrópica (ACTH) en la glándula pituitaria. A su 
vez, la ACTH actúa sobre la corteza suprarrenal para liberar glucocorticoides, los que 
tienen una variedad de efectos que incluyen aumentos en la glicemia y el peso corporal 
(Cabral et al., 2012) (Figura 3). Además de su rol en estrés, CRF tiene un papel central 
en la regulación del apetito agudo en condiciones de estrés. En ARC inhibe la acción de 
NPY y AGRP, principales impulsores de la ingesta de alimentos, por lo tanto, CRF en 
estrés agudo inhibe el apetito (Sominsky & Spencer, 2014). Sin embargo, en dosis bajas 
es capaz de aumentar el consumo de alimentos (Krhan et al., 1988; Monnikes et al., 
1992).  
 
La oxitocina es un péptido sintetizado dentro de las neuronas de PVN y además por las 
neuronas del núcleo supraóptico (SON) del hipotálamo (Blevins & Ho, 2013). La 
administración central y periférica de oxitocina reduce la ingesta de alimentos y el peso 
corporal. Oxitocina tiene un efecto anorexigénico; un ejemplo es que ratones con 
 15 
 
haploinsufiencia de SIM1, que es un factor de transcripción clave en la maduración de 
neuronas que conforman PVN, tiene una expresión disminuida de oxitocina y presentan 
un fenotipo hiperfágico y obeso comparado con ratones control. Además, en modelos 
animales del síndrome de Prader-Willi existe una reducción en el número y tamaño de 
neuronas que expresan oxitocina en PVN además ser hiperfágicos con comparación con 
ratones control (Morton et al., 2012). Finalmente, la administración de TRH y de sus 
análogos por diferentes vías inhibe la ingesta de alimentos de manera significativa, 
sin embargo, su efecto es más potente cuando se administra por vía 





Figura 3. Esquema eje HPA: Activación del eje neuroendocrino hipotálamo-hipófisis-
suprarrenal (HPA). CRF: factor liberador de corticotropina, ACTH: hormona 
adrenocorticotrópica. (Liyanarachchi et al., 2017) 
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3.5. Rol del péptido no opioide DYN-A2-17 en control de alimentación y 
actividad física e interacción con neuropéptidos de orexina 
 
Diferentes líneas de evidencia muestran que los neuropéptidos DYN opioides promueven 
la ingesta de alimentos a través de su acción en diversos sitios del cerebro, incluyendo 
PVN (Gosnell et al., 1986; Ikeda et al., 2015). Nuestro laboratorio fue el primero en 
demostrar que la inyección DYN-A2-17 en PVN en ratones adultos aumenta la ingesta de 
alimento estándar (chow) (Gac et al., 2016; Alvarez et al., 2018), lo que sugiere un rol de 
los neuropéptidos DYN no opioides en regulación de la ingesta de alimentos. 
Una revisión de la literatura sugiere que una fuente de los neuropéptidos DYN en PVN 
son las neuronas de orexina/dinorfina, localizadas en el hipotálamo lateral (LH). 
Aproximadamente el 96% de las neuronas de orexina co-produce y liberan neuropéptidos 
DYN (Chou et al., 2001; Muschamp et al., 2014) y existe evidencia que indica que estas 
neuronas proyectan (envían axones) a PVN (Peyron et al., 1998) y que estas 
proyecciones son monosinápticas (Dergacheva et al., 2017). Existen dos tipos de 
neuropéptidos de orexina (orexina-A, OXA, y orexina-B, OXB) (de Lecea et al., 1998) 
cuyos efectos biológicos son mediados a través de dos receptores acoplados a proteína 
G (OXR1 y OXR2), donde OXA tiene mayor afinidad por el receptor OXR1 mientras que 
OXB tiene igual afinidad por ambos receptores (Sakurai et al., 1998). Los neuropéptidos 
de orexina promueven la ingesta de alimentos y la actividad física espontánea (SPA) 
(Kotz, 2006). Sin embargo, aunque estos neuropéptidos promueven la ingesta de 
alimentos, la activación de las neuronas de orexina conduce a un balance negativo de 
energía, en gran parte debido al aumento de SPA y su gasto energético asociado (Perez-
Leighton et al., 2012, Kotz et al., 2012).  
En PVN, orexina y péptidos DYN opioides pueden aumentar por separado la ingesta de 
alimento y actividad física (Gosnell et al., 1986b; Dube et., al 1999; Kiwaki et al., 2004) y 
la inyección conjunta de DYN-A2-17 y OXA en PVN en ratones potencia sus efectos 
individuales en la ingesta de alimentos (Gac et al., 2016), lo que sugiere que OXA y DYN-




3.6. CRF como posible mediador de efectos de DYN-A2-17 en PVN 
 
Como se mencionó anteriormente, en PVN existen diversos neuropéptidos involucrados 
en la regulación de la ingesta de alimentos. Entre estos se encuentra CRF, neuropéptido 
que en condiciones de estrés agudo inhibe el apetito (Sominsky & Spencer, 2014), pero 
que en dosis bajas es capaz de aumentar el consumo de alimentos (Krhan et al., 1988; 
Monnikes et al., 1992). Por lo tanto, el efecto de CRF en ingesta de alimentos parece 
depender del nivel de actividad de las neuronas de CRF y/o de la producción de CRF por 
neuronas de PVN.  
La evidencia actual apoya la hipótesis de que CRF medie los efectos de DYN-A2-17 en 
PVN. Esta hipótesis se respalda por datos que indican que la inyección en PVN de 
orexina-A aumenta la actividad de las neuronas de CRF (Kuru et al., 2000; Sakamoto et 
al., 2004) y su activación puede inducir la liberación local de CRF en PVN (Imaki et al., 
1996; Mansi et al., 1996; Dabrowska et al., 2013). Además, la administración central de 
orexina-A puede aumentar la activación de neuronas de CRF que conlleva a un aumento 
de ACTH en plasma (Al-Barazanji y col., 2001; Russell et al., 2001; Moreno et al., 2005).   
Estos antecedentes, junto con el hecho de que existe una co-producción y co-liberación 
de neuropéptidos DYN y orexina desde neuronas de orexina del hipotálamo lateral hacia 
PVN (Chou et al., 2001; Muschamp et al., 2014; Peyron et al., 1998) y que la 
administración de DYN-A2-17  en PVN aumenta la ingesta de alimentos y su coinyección 
con orexina potencia este efecto (Dube et al., 1999; Kiwaki et al., 2004; Gac et al., 2016; 
Alvarez et al., 2018), sugieren mecanismos similares de acción dentro de PVN, pero si 
los efectos de DYN-A2-17  en la ingesta de alimentos implican la regulación de la actividad 






3.7. Planteamiento del problema 
 
La familia de los DYN regula múltiples procesos fisiológicos, incluyendo la ingesta de 
alimentos. Clásicamente, los neuropéptidos DYN actúan a través de receptores 
acoplados a proteína G de la familia opioide. Sin embargo, existen neuropéptidos DYN 
que no actúan a través de receptores opioides, sobre los cuales existe limitada evidencia 
acerca de sus funciones fisiológicas. Nuestro grupo demostró que el neuropéptido no 
opioide DYN-A2-17 aumenta la ingesta de alimentos a través de su acción en el núcleo 
paraventricular del hipotálamo (PVN). Sin embargo, los mecanismos neuronales que 
median este efecto de DYN-A2-17 no han sido estudiados. El objetivo central de esta tesis 
fue investigar los mecanismos neuronales de acción de DYN-A2-17 en PVN que median 
sus efectos en la ingesta de alimentos. La importancia de este estudio se basa en la 
identificación de mecanismos biológicos que contribuirán en entender la regulación de la 
alimentación y del balance energético facilitando el diseño de posibles terapias para el 




El neuropéptido no opioide DYN-A2-17 aumenta la ingesta de alimento activando neuronas 
que expresan el neuropéptido CRF en PVN. 
 
3.9. Objetivo General 
 
Determinar los mecanismos neuronales de acción de DYN-A2-17 en PVN que median sus 





3.10. Objetivos Específicos 
 
1.- Evaluar si el bloqueo de receptores de CRF en el cerebro disminuye los efectos de 
DYN-A2-17 en la ingesta de alimentos.  
2.- Analizar si DYN-A2-17 activa neuronas del PVN, incluyendo las neuronas que expresan 
CRF. 
4. MATERIALES Y METODOS 
 
4.1. Modelo animal para estudio 
 
En estos experimentos se utilizaron ratones machos de la cepa Balb/C (20-25g y 7-12 
semanas de edad), adquiridos del Instituto de Salud Pública (Santiago, Chile).  Todos los 
ratones fueron aclimatados a un ciclo de luz-oscuridad 12/12 h (luz entre 7:00 y 19:00 
horas) a temperatura entre 20-25ºC. Los ratones tuvieron acceso libre a agua y comida 
estándar (chow) (5P00-Prolab RMH-3000, Lab Diets, USA; porcentaje de kilocarias: 
14.3% Grasa; 25.9% Proteínas; 59.8% Hidratos de Carbono). Todos los ratones fueron 
eutanasiados por decapitación después de la anestesia con exceso de isoflurano (Baxter, 
EEUU). Todos los procedimientos fueron revisados y aprobados por el comité de Bioética 
de la Universidad Andrés Bello.  
 
4.2. Cirugía e implantación de cánula 
 
Para la implantación de cánula los animales fueron anestesiados con gas isoflurano 
(Baxter, TX, EE.UU., 5% de inducción y 1% de mantenimiento) e implantados con una 
cánula de acero inoxidable (calibre 28, Plásticos Uno, VA, EE.UU.) dirigida a PVN 
(coordenadas estereotáxicas relativas a bregma: -0,9 mm rostral, -0.2 mm lateral, 3,6 mm 
debajo de la superficie del cráneo) al lado derecho del cerebro (Perez-Leighton et al., 
2012). La atención postoperatoria incluyó tres inyecciones de ketoprofeno (2.5 μg/kg), 
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una inmediatamente después de la finalización de la cirugía y después cada 24 h. Los 
animales tuvieron un período de recuperación de una semana después de la cirugía, en 
jaulas individuales con acceso libre a chow y agua. 
 
4.3. Péptidos  
 
DYN-A2-17 (Bachem, Torrence, CA, USA), DYN-A1-13 (Bachem, USA), αCRF9-41 (Tocris, 
USA) fueron disueltos en líquido cefalorraquídeo artificial (aCSF; NaCl 150 mM, KCl 3 
mM, CaCl2·2H20 1.4 mM, MgCl2·6H20 1.7 mM, Na2HPO4·7H20 1.5 mM, NaH2PO4·7H20 
0.22 mM, todos químicos de Winkler, Chile). Todos los péptidos fueron alicuotados y 




Las inyecciones se realizaron entre las 09:00 y las 11:00 AM. Los ratones fueron 
inyectados con aCSF una vez al día durante tres días consecutivos para aclimatarlos al 
procedimiento de inyección. DYN-A2-17 y DYN-A1-13 se inyectaron en un volumen de 0.25 
µL durante 30 s y se dejó el inyector dentro de la cánula 30 s post-inyección para la 
correcta difusión del péptido. α-helical CRF9-41 se inyectó en un volumen de 0.5 µL 
durante 1 min y se dejó el inyector dentro de la cánula 1 min post-inyección para la 
correcta difusión del péptido.  
 
4.5. Medición de ingesta de alimentos  
 
La ingesta de alimentos se calculó como el alimento consumido corregido por el spillage, 





4.6. Preparación de tejido para inmunohistoquímica 
 
Para la detección de FOS y CRF por inmunohistoquímica en respuesta a la inyección de 
DYN-A2-17, 2 h post inyección los ratones fueron perfundidos vía intracardiaca con 50 mL 
de paraformaldehído (PFA) 4% (pH=7.0) (EDM Millipore, USA), disuelto en tampón 
fosfato salino (PBS 1X, pH=7.4, Winkler, Chile), y post-fijados por 24 h con la misma 
solución. A continuación, los cerebros fueron crioprotegidos en un gradiente de sacarosa 
(Winkler, Chile) usando incubaciones en concentraciones crecientes (10%, 20%, 30% p/v 
en PBS 1X pH=7.4) y se obtuvieron cortes coronales de 36 µm en criostato.  
 
4.7. Tinción de Nissl con tionina para confirmación de posicionamiento de 
cánula 
 
Para verificar la correcta colocación de la cánula en PVN se tomaron distintos cortes del 
eje antero-posterior del cerebro de acuerdo a un atlas de referencia (Franklin, 2013) y se 
realizó la tinción con tionina 0.1% a partir de un protocolo estándar de tinción para 
posicionamiento de cánula (Tabla 1). Se obtuvieron 25 a 30 cortes distribuidos en 5 
portaobjetos gelatinizados (0.1% Gelatina cerdo Tipo B (Sigma, USA), sulfato crómico 
potásico 10 g/L (Winkler, Chile) con 5 muestras cada uno y montados con Entellan. 
Además de la correcta posición de la cánula se observó la posible presencia de sangre 
en los cortes lo que es indicativo de lesiones en el tejido. 
 
4.8. Inmunohistoquímica para FOS  
 
La inmunohistoquímica se realizó a partir de un protocolo estándar (Tabla 2). Los cortes 
coronales fueron lavados con PBS 1X luego con buffer PBS1X Triton X-100 0.3% (PBST). 
El bloqueo de proteínas se realizó usando solución albumina de suero bovino 3% (BSA) 
en PBST durante 1 h. Tras el bloqueo se incubó con el anticuerpo primario anti c-FOS 
generado en conejo (SC-52, Santa Cruz Biotechnology 1:500) diluido en una solución de 
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BSA 1% PBST toda la noche. Posterior al período de incubación con el anticuerpo 
primario los cortes de cerebro fueron lavados con PBS 1X. Después, se trataron las 
secciones con anticuerpo secundario anti-conejo biotinilado generado en cabra (Jackson 
ImmunoResearch Laboratories, West Grove, PA 1:500), diluido en una solución de BSA 
1% en PBST durante 90 min, posteriormente se trataron los cortes con el kit Vectastain 
Elite ABC (Vector Laboratories, Burlingame, CA) durante 1 h, de acuerdo con los 
protocolos del fabricante, lo que permite la amplificación de la señal del anticuerpo 
secundario biotinilado. A continuación, se realizó la incubación con el cromógeno 3-39-
diaminobencidina (DAB) / Níquel durante 10 min, dando un precipitado negro/morado. 
Finalmente se realizó el montaje de las muestras para su posterior visualización.  
 
4.9. Cuantificación de células inmunorreactivas para FOS  
 
La cuantificación de las células inmunorreactivas para FOS se realizó mediante el 
programa ImageJ. Primeramente, se midió el largo total del tercer ventrículo (3V) y luego 
desde la mitad de este se estableció un cuadrante al lado derecho del ventrículo (Lado 
de la inyección o Ipsi) y al lado izquierdo del ventrículo (Contralateral), lo que definió el 
















Figura 4. Ejemplo cuantificación células inmunorreactivas para FOS en PVN. Imagen 
corte de cerebro. Cuadrante define el área de PVN donde se cuantifica las células 
inmunorreactivas para FOS. (A) Lado Ipsi (lado de la inyección). (B) Lado contralateral. 






4.10. Estandarización detección de CRF por inmunohistoquímica en tejido 
 
Para la detección de CRF por inmunohistoquímica en primer lugar ratones recibieron una 
infusión de colchicina 10 µg/µl (SigmaAldrich, St. Louis, MO, USA) intracerebroventricular 
(i.c.v) 24 h antes de la perfusión transcardial para maximizar el contenido de péptido de 
CRF en cuerpos de células neuronales (Dabrowska et al., 2011).  
Posterior a las 24 h, todos los ratones fueron perfundidos con PFA al 4% (pH = 7.0) y el 
procedimiento subsiguiente de fijación y corte de cerebro se realizó como se ha descrito 
anteriormente. La inmunohistoquímica se realizó a partir de un protocolo estándar (Tabla 
2). Los cortes coronales fueron lavados con PBS 1X luego con buffer PBS mas Triton X-
100 0.3% (PBST). El bloqueo se realizó usando solución albumina de suero bovino 3% 
(BSA) en PBST durante 1 h. Tras el bloqueo se incubó con el anticuerpo primario anti-
CRF generado en cabra (SC-1759; Santa Cruz Biotechnology) diluido en una solución de 
BSA 1% PBST toda la noche. Posterior al período de incubación con el anticuerpo 
primario los cortes de cerebro fueron lavados con PBS. Después, se trataron las 
secciones con anticuerpo secundario conejo anti cabra biotinilado 1:500 (Jackson 
ImmunoResearch Laboratories, West Grove, PA), diluido en una solución de BSA 1% en 
PBST durante 90 minutos, posteriormente se trataron los cortes con el kit Vectastain Elite 
ABC (Vector Laboratories, Burlingame, CA) durante 1 h, de acuerdo con los protocolos 
del fabricante, lo que permite la amplificación de la señal del anticuerpo secundario 
biotinilado. A continuación, se realizó la incubación con el cromógeno 3-39-
diaminobencidina (DAB) / Níquel durante 10 min, dando un precipitado negro/morado. 
Finalmente se realizó el montaje de las muestras para su posterior visualización.  
La estandarización del protocolo para la detección de CRF en PVN consistió en utilizar 
diferentes concentraciones de colchicina 40 µg/µl, 20 µg/µl y 10 µg/µl. Además, se usaron 
diferentes tiempos de incubación con el anticuerpo primario 24 h, 48 h y 72 h y diferentes 




4.11. Análisis estadísticos 
 
Todos los datos se expresan como media ± SEM. La significancia estadística se 
estableció en P <0.05. El efecto de αCRF9-41 en la ingesta de alimentos causada por DYN-
A2-17 se analizó con un ANOVA de medidas repetidas con dosis de DYN-A2-17 y αCRF9-41 
como variables independientes y ratones como medida repetida. El efecto de DYN-A2-17 
en la activación neuronal de FOS y la concentración plasmática de ACTH se analizó con 
test de t de student no pareado con dosis de DYN-A2-17 y aCSF como variables 
independientes y ratones como medida repetida. 
 
5. Diseño experimental 
 
5.1. Experimento 1: Efectos del bloqueo de receptores de CRF en la acción de 
DYN-A2-17 en ingesta de alimento. 
 
Ratones Balb/c canulados apuntado a PVN (n=14) fueron aclimatados a jaulas 
individuales con viruta de papel (papel filtro y papel secante), material de enriquecimiento 
(tubo de PVC), con acceso libre a chow y agua durante una semana. El uso de viruta de 
papel es fundamental en estos experimentos para recuperar el spillage y medir de forma 
apropiada el consumo de alimentos. Posterior a este período de recuperación post-
cirugía, los ratones fueron aclimatados al procedimiento de inyección intra-cánula 
recibiendo 2 inyecciones de aCSF en PVN separadas por 15 minutos por 3 días 
consecutivos. A continuación, los ratones se inyectaron en PVN con las combinaciones 
de αCRF9-41 (0, 1 μg) y 15 min después DYN-A2-17 (0, 3 nmol) usando un diseño de 
medidas repetidas, es decir todos los ratones recibieron todos los tratamientos, de forma 
aleatoria, con 48 h entre los días de inyección. Las dosis de αCRF9-41 se basó en un 
reporte previo (Krahn et al.,1986). Se midió la ingesta de alimentos 1 y 2 h después de la 
segunda inyección y se corrigió por spillage (Figura 5).  
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En cada día de inyección, 1.5 h antes de las inyecciones los ratones fueron colocados en 
jaulas individuales vacías sin acceso a comida ni agua y se mantuvieron en ellas por 2 h 
post-inyección y después devueltos a sus jaulas normales. Después de completar el 
experimento, los ratones fueron inyectados con DYN-A1-13 (3 nmol) o aCSF y la ingesta 
de alimentos se registró 2 h después de la inyección. Los datos de 4 ratones fueron 
descartados ya que no presentaron aumento en la ingesta de alimentos al ser inyectados 
con DYN-A1-13 y los datos de un ratón fueron descartados debido a la incorrecta 
colocación de la cánula, verificada por los métodos histológicos (Perez-Leighton et al., 
2012). No se observaron lesiones en los cortes de cerebro, por lo tanto, no se eliminaron 

























Figura 5. Diseño experimental objetivo 1. Inyecciones del antagonista de CRF α-helical 
CRF 9-41 (1 µg) y DYN-A2-17 (3 nmol) en PVN en ratones Balb/C (n=14) para demostrar si el 






5.2. Experimento 2: Demostrar que DYN-A2-17 activa neuronas en PVN 
incluyendo neuronas que expresan CRF. 
 
Ratones Balb/c canulados apuntado a PVN (n = 17) posterior a la cirugía fueron 
colocados en jaulas individuales con viruta de coronta de choclo y material de 
enriquecimiento, con acceso libre a alimento (chow) y agua durante una semana. 
Posterior a este período de recuperación postcirugía ratones fueron aclimatados al 
procedimiento de inyección recibiendo una inyección de aCSF en PVN por 3 días 
consecutivos. A continuación, los ratones se inyectaron con DYN-A2-17 (3 nmol, n = 9) o 
aCSF (n = 8) en PVN. 90 min después de la inyección se realizó la perfusión de los 
ratones mediante la técnica de perfusión miocárdica y el tejido de PVN fue preparado 
para inmunohistoquímica de FOS y CRF (Figura 6). En cada día de inyección, los ratones 
fueron colocados en jaulas individuales por 1.5 h antes de las inyecciones para su 
aclimatación. La posición de la cánula fue verificada por métodos histológicos (Perez-
Leighton et al., 2012). No se observaron lesiones en los cortes de cerebro, por lo tanto, 
no se eliminaron ratones por este motivo. Tras la confirmación de la correcta colocación 










Figura 6. Diseño experimental objetivo 2. Inyecciones de DYN-A2-17 (3 nmol) en PVN en 
ratones cepa Balb/C para demostrar que DYN-A2-17 es capaz de activar neuronas de PVN 







5.3. Experimento 3: Efecto de DYN-A2-17 en PVN en los niveles de ACTH 
plasmático. 
 
Ratones canulados apuntando a PVN (n = 18) fueron aclimatados al procedimiento de 
inyección durante 3 días consecutivos con una sola inyección diaria de aCSF. A 
continuación, se inyectaron con DYN-A2-17 (3 nmol, n = 8) o aCSF (n = 10) en PVN. Los 
ratones se aclimataron durante 1.5 h antes de las inyecciones a una jaula vacía con 
acceso libre a alimentos y agua. Una hora después de la inyección, se recogió una 
muestra de sangre (1 ml) por punción cardiaca en tubos de recolección de EDTA K3 
(Valtek, Santiago, Chile). El plasma se extrajo inmediatamente por centrifugación (2500 
rpm por 10 min), y se guardó en alícuotas a -80 ° C hasta el análisis de los niveles 
plasmáticos de ACTH en un laboratorio comercial (Laboratorio LQCE, Santiago, Chile) 
(Figura 7). La posición de la cánula fue verificada por métodos histológicos (Perez-
Leighton et al., 2012). 
 
Figura 7. Diseño experimental objetivo 2. Inyecciones de DYN-A2-17 (3 nmol) en PVN en 








6.1. Experimento 1: αCRF9-41 antagonista del receptor de CRF bloquea los efectos 
de DYN-A2-17 en ingesta de alimentos.  
 
Para examinar si la señalización por CRF en PVN contribuye a los efectos DYN-A2-17 en 
ingesta de alimentos, se inyectó αCRF9-41 (antagonista selectivo del receptor 2 de CRF) 
o aCSF en PVN 15 minutos antes de la inyección de DYN-A2-17 o aCSF en PVN (Figura 
5). Al ser un diseño de medidas repetidas, los datos se normalizaron dentro de cada 
ratón, restando el consumo de alimentos en respuesta a la inyección de solo aCSF. Un 
análisis separado de la ingesta de alimentos durante la primera y la segunda h después 
de la inyección de DYN-A2-17 con un ANOVA de medidas repetidas mostró que no hubo 
efectos significativos de DYN-A2-17 (1h :F (1,8) = 1.48, P = 0.26; 2h: F (1,8) = 0.01, P = 
0.94) o αCRF9-41 (1h: F (1,8) = 0.56, P = 0.46; 2h: F (1,8) = 0.88, P = 0.37), pero su 
interacción fue significativa para 1 h ( F (1,8) = 11.45, P = 0.01) y  2h (F1,8 = 10.62, P = 
0.01).  La inyección de DYN-A2-17 en PVN aumentó la ingesta de alimentos medida a 1 h, 
pero no 2 h después de la inyección mientras que αCRF9-41 aumentó significativamente 
la ingesta de alimentos a 1 y 2 h después de la inyección en comparación con aCSF. Sin 
embargo, αCRF9-41 seguido de DYN-A2-17 bloqueó sus efectos individuales en la ingesta 
de alimentos (Figura 8). Estos datos muestran que el efecto de DYN-A2-17 en la ingesta 










6.2. Experimento 2: Efecto de DYN-A2-17 en activación de neuronas de PVN 
incluyendo CRF. 
 
6.2.1. Efecto de DYN-A2-17 en activación de neuronas que expresan FOS. 
Para determinar si DYN-A2-17  activa neuronas del PVN, ratones Balb/c canulados fueron 
inyectados con DYN-A2-17 (3 nmol) o aCSF (vehículo) en PVN y luego se realizó 
inmunohistoquímica para el marcador de actividad neuronal FOS (Figura 6). Si bien se 
obtuvo marcaje para FOS usando esta técnica (Figura 9), no se observó una diferencia 
significativa entre el número de células inmunorreactivas para FOS entre el grupo control 
(aCSF) y el inyectado con DYN-A2-17 ya sea en el lado donde se realizó la inyección (IPSI 
o lado derecho del cerebro) o el contralateral (Figura 9). Esto sugiere que DYN-A2-17 no 









Figura 8. Efecto del antagonista del receptor de CRF aCRF9-41 y el péptido no opioide 
DYN-A2-17 en PVN en la ingesta de alimento. Ratones Balb/C (n = 9) fueron inyectados con 
αCRF9-41 (0, 1 μg) en PVN y 15 min después inyectados con DYN-A2-17 (0, 3 nmol) en PVN. 
La ingesta de alimentos se midió (A) 1 h (B) 2 h después de la inyección. El eje-Y indica 
cambio en consumo de alimentos por cada ratón relativo a su ingesta en la inyección con el 
vehículo (aCSF). *, P <0.05 en comparación con el vehículo. #, P <0.05 para la comparación 







6.2.2. Efecto de DYN-A2-17 en activación neuronal de CRF. 
 
Para analizar si el péptido DYN-A2-17 activa neuronas de CRF del PVN, ratones Balb/c 
canulados fueron inyectados con DYN-A2-17 (3 nmol) o aCSF (vehículo) en PVN para 
identificar neuronas de CRF mediante inmunohistoquímica (Figura 6) y medir activación 
neuronal por medio de la expresión de Fos. No fue posible obtener marcaje para CRF 
mediante inmunohistoquímica, lo que impidió analizar directamente si las neuronas de 













Figura 9. Efecto de la inyección del péptido no opioide DYN-A2-17 en activación de 
neuronas que expresan FOS en PVN. Ratones Balb/C fueron inyectados con DYN-A2-17 (3 
nmol, n = 9) o aCSF (n = 8) en PVN. Cuantificación de neuronas inmunorreactivas FOS en 
PVN (A, B) Ipsi (sitio de inyección) (D, E) contralateral (contrario del sitio de inyección). (A, B, 
D, E). Barra de escala indica 500 μm. Imágenes en aumento 10X. El gráfico (C, F) muestra 
los valores medios ± SEM de las células inmunorreactivas para FOS contadas en el PVN. 
 
 
A B C 
D E F 
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6.2.3. Efecto de DYN-A2-17 en PVN en los niveles de ACTH plasmático 
 
A partir del resultado negativo del marcaje de CRF en PVN y para analizar si 
efectivamente DYN-A2-17 activa neuronas de CRF en PVN se analizó la concentración de 
ACTH plasmático en ratones Balb/c canulados inyectados con DYN-A2-17 (3 nmol) o aCSF 
(vehículo) en PVN (Figura 7), ya que la activación de neuronas de CRF en PVN causa 
un aumento en los niveles de ACTH plasmático (Al-Barazanji et al., 2001). Los resultados 
indican que DYN-A2-17 causó un aumento significativo en los niveles de ACTH plasmático 
en comparación con el grupo control (Figura 10, p<0.05). Estos resultados sugieren que 








Figura 10. Efecto de la inyección del péptido no opioide DYN-A2-17 en PVN en los niveles 
de ACTH plasmático. Ratones Balb/C fueron inyectados con DYN-A2-17 (3 nmol, n = 8) o 
aCSF (n = 10) en PVN y las concentraciones de ACTH en plasma se midieron 1 h después 






Para evaluar si el aumento en consumo de alimentos causado por DYN-A2-17 en PVN 
dependen de la señalización de CRF en este núcleo del cerebro, se analizó si la inyección 
en PVN de αCRF9-41 (antagonista del receptor 2 de CRF) disminuye la ingesta de 
alimentos estimulada por DYN-A2-17 en PVN, si DYNA2-17 activa neuronas que expresan 
CRF en PVN y si DYNA2-17 aumenta la concentración de ACTH plasmática, lo que sería 
consistente con la activación de neuronas que expresan CRF en PVN. 
Nuestros datos muestran que la inyección de αCRF9-41 en PVN aumentó la ingesta de 
alimento y bloqueó los efectos de DYN-A2-17 en la ingesta de alimento. Con respecto al 
efecto de DYN-A2-17 en la activación neuronal en PVN, los resultados no muestran que la 
inyección de DYN-A2-17 aumente de forma significativa la expresión de FOS en neuronas 
de PVN. No se pudo detectar la activación o inhibición de CRF a partir de la inyección de 
DYN-A2-17  en PVN ya que la marcación de CRF mediante inmunohistoquímica no fue 
exitosa. Finalmente, los resultados indican que DYN-A2-17 causó un aumento significativo 
en los niveles de ACTH plasmático en comparación con el grupo control (aCSF). 
 
7.1. Efectos del bloqueo de receptores de CRF en el cerebro DYN-A2-17 en 
ingesta de alimentos   
 
Hasta ahora los antecedentes disponibles indicaban que DYN-A2-17 en PVN aumenta 
simultáneamente la actividad física y la ingesta de alimentos en ratones (Gac et al., 2016), 
dejando sin resolver los posibles mecanismos neuronales que median estos efectos de 
DYN-A2-17 en PVN. Nuestra hipótesis señala que los efectos de DYN-A2-17 en ingesta de 
alimentos en PVN dependerían de la señalización de CRF en este núcleo del cerebro. 
Esta hipótesis se fundamenta en varios resultados experimentales. Existe una co-
producción y co-liberación de neuropéptidos DYN y orexina desde neuronas de orexina 
del hipotálamo lateral hacia PVN (Chou et al., 2001, Muschamp et al., 2014, Peyron et 
al., 1998), que la inyección de DYN-A2-17 o OXA en PVN aumenta de forma aguda la 
ingesta de comida estándar y este efecto se potencia al co-inyectar ambos péptidos (Gac 
 33 
 
et al., 2016). Además, OXA modula la actividad de CRF en PVN, la administración central 
de OXA activa el eje HPA (Al-Barazanji et al., 2001; Russell et al., 2001; Chang et al., 
2007; Yun et al., 2017), aumenta la concentración de ACTH en plasma (Al- Barazanji et 
al., 2001; Russell et al., 2001; Moreno et al., 2005) y activa las neuronas de CRF (Kuru 
et al., 2000; Follwell y Ferguson, 2002; Sakamoto et al., 2004), que induce la liberación 
local de CRF y activación de los receptores de CRF en PVN (Imaki et al., 1996; Mansi et 
al., 1996; Dabrowska et al., 2013). Por tanto, si DYN-A2-17 tiene efectos conductuales 
similares a OXA, entonces razonamos que los efectos de DYN-A2-17 podrían tener 
mecanismos de acción similares a los de OXA, específicamente activando neuronas CRF 
en PVN.  
Para evaluar esta hipótesis, examinamos en primer lugar el efecto de la administración 
intra-PVN de αCRF9-41 (antagonista del receptor 2 de CRF) en la ingesta de alimentos 
causado por DYN-A2-17 en este sitio del cerebro. Nuestros resultados muestran que la 
inyección de αCRF9-41 en PVN aumentó la ingesta de alimentos (Figura 8), lo que 
concuerda con estudios previos que indican que la inyección ventricular o intra-PVN de 
αCRF9-41 en ratas puede revertir la disminución de la alimentación causada por el estrés 
o potenciar los efectos de otros neuropéptidos (Krahn et al., 1986; Heinrichs y Koob, 
1992; Heinrichs et al., 1993).  Además, consistentemente con estudios previos (Gac et 
al., 2016), la inyección de DYN-A2-17 en PVN aumentó la ingesta de alimentos. Por tanto, 
que la inyección de αCRF9-41 en PVN bloqueara los efectos de DYN-A2-17 en la ingesta 
de alimentos fue un resultado inesperado. En PVN, la habilidad de OXA para activar las 
neuronas PVN dependen de otros neuropéptidos, como NPY (Russell et al., 2001), lo que 
sugiere que los efectos de DYN-A2-17 en PVN también podrían depender también de la 
modulación de otros neuropéptidos. Una interpretación de nuestros datos es que existen 
circuitos neuronales distintos en PVN para el control de la ingesta de alimentos por DYN-
A2-17 y CRF que tienen conexiones inhibitorias cruzadas. Sin embargo, son necesarios 
más experimentos para delinear los circuitos neuronales responsables de los efectos de 




7.2. Efectos de DYN-A2-17 en la activación de neuronas de PVN. 
 
Otro de nuestros objetivos fue demostrar que DYN-A2-17 activa neuronas del PVN. Para 
esto, se decidió medir mediante inmunohistoquímica la presencia del marcador nuclear 
de actividad neuronal FOS en ratones inyectados con DYN-A2-17 (3 nmol) o aCSF en PVN. 
Además del rol de FOS como marcador de actividad neuronal (Bullitt, 1990), el uso de 
esta técnica se apoya en que la administración i.c.v. de OXA incrementa la expresión de 
FOS en PVN (Kuru et al., 2000; Sakamoto et al., 2004), lo que se alinea con nuestra 
hipótesis de que OXA y DYN-A2-17 tienen similares mecanismos de acción en PVN. Sin 
embargo, los resultados no muestran una diferencia significativa en el número de 
neuronas inmunorreactivas para FOS en PVN entre el grupo control y el tratado con DYN-
A2-17 (Figura 9).  
La ausencia de un aumento significativo en el número de neuronas inmunorreactivas para 
FOS en PVN después de inyección de DYN-A2-17 contrasta con el aumento que este 
mismo péptido causa en la concentración plasmática de ACTH (Figura 10). En conjunto 
con el efecto de DYN-A2-17 en consumo de alimentos, estos resultados indican que la 
inyección en PVN de DYN-A2-17 si afecta la actividad de neuronas en PVN, sugiriendo 
que la falta de una diferencia significativa en el número de neuronas inmunorreactivas 
para FOS en PVN entre ratones inyectados en PVN con DYN-A2-17 en comparación al 
control obedece a problemas de optimización de la técnica de inmunodetección de FOS 
más que a un verdadero negativo biológico. También es posible que la difusión del 
péptido de DYN-A2-17 a partir de la inyección no fue completa desde la cánula hasta PVN 
(1mm de distancia entre la cánula y PVN), lo que disminuiría su efecto en neuronas del 
PVN o que la expresión de FOS decaiga antes de los 90 min usados como punto para la 
preparación de las muestras y medición después de la inyección intra-PVN. En este caso, 
disminuiría la sensibilidad de la técnica de inmunohistoquímica enmascarando 
diferencias que podrían haber sido detectadas de usar un tiempo menor de espera 
después de la inyección. Para la validación de la técnica se utilizó como control positivo 
la inmunodetección de OXA en cortes de LH, núcleo del hipotálamo donde se sabe que 
se expresa OXA y como controles negativos se omitió el anticuerpo primario y se 
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reemplazó por la solución de BSA sin anticuerpo. A pesar de que se logró detectar 
inmunorreactividad para FOS el resultado obtenido puede surgir a partir de una baja 
sensibilidad del anticuerpo primario utilizado. En estudios futuros se debiera utilizar otros 
anticuerpos primarios que tengan una mayor sensibilidad para detectar FOS o utilizar 
otras técnicas para evaluar si DYN-A2-17 es un neuropéptido que activa neuronas del PVN. 
Entre estas se podría usar la medición de calcio intracelular utilizando un indicador de 
calcio fluorescente como Fura-2/AM. 
  
Con respecto a los efectos de DYN-A2-17 en la activación de neuronas de PVN, también 
se estudió la activación de neuronas que expresan CRF en PVN. Nuestra hipótesis era 
que DYN-A2-17 activa neuronas en PVN, esto a partir de que orexina-A modula la actividad 
de CRF en PVN, la administración central de orexina-A incrementa la expresión del 
mensajero de CRF en PVN (Al-Barazanji et al., 2001). Por lo que si DYN-A2-17 tiene 
efectos similares a orexina activaría las neuronas de CRF en PVN. El resultado para la 
marcación de CRF mediante inmunohistoquímica fue negativo por lo que no se pudo 
detectar la presencia de CRF a partir de la activación de neuronas que expresan CRF en 
PVN. Al igual que para la detección de FOS, para la validación de la técnica de 
inmunohistoquímica para la detección de CRF se utilizó como control positivo la 
inmunodetección de OXA en cortes de LH y como control negativo se omitió el anticuerpo 
primario y se reemplazó por la solución de BSA sin anticuerpo. Las estrategias para 
optimizar la técnica de inmunohistoquímica que consistieron en aumentar la 
concentración del anticuerpo primario y el tiempo de incubación de este, no fueron 
exitosas. Es posible que el anticuerpo primario usado no era lo suficientemente sensible 
para detectar el o los epítopes de CRF que permitieran su detección, por lo que queda 
ampliar el experimento de marcaje utilizando otros anticuerpos. La baja concentración de 
CRF pudo afectar su detección, es por esto que se inyectó colchicina i.c.v, que bloquea 
el transporte anterógrado (desde el soma neuronal hacia las terminales axonales) de las 
vesículas que contienen neuropéptidos permitiendo la acumulación de los neuropéptidos 
en el soma lo que facilitaría su detección por inmunohistoquímica (Dabrowska et al., 
2011). Se utilizaron diferentes concentraciones de colchicina, pero no fue posible la 
detección de CRF por lo que la inyección de colchicina pudo ser defectuosa. 
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Finalmente, a partir del resultado negativo del marcaje de CRF en PVN y con el objetivo 
de analizar si DYN-A2-17 activa neuronas de CRF en PVN, se analizó la concentración de 
ACTH plasmático en respuesta a inyecciones de DYN-A2-17 en PVN. La administración 
de OXA en PVN aumenta la concentración plasmática de ACTH (Al-Barazanji et al., 2001; 
Russell et al., 2001; Chang et al., 2007; Yun et al., 2017) por lo que si DYN-A2-17 tiene 
efectos similares a orexina también aumentaría los niveles de ACTH en plasma. Nuestros 
resultados muestran que la inyección de DYN-A2-17 en PVN aumenta la concentración de 
ACTH plasmático que es consistente con la activación de neuronas que expresan CRF 
en PVN (Al-Barazanji y col., 2001; Russell et al., 2001; Moreno et al., 2005) (Figura 10). 
Este resultado sugiere que DYN-A2-17 activa neuronas que expresan CRF en PVN. Sin 
embargo, son necesarios experimentos adicionales para demostrar de forma directa la 
activación local de CRF en PVN por la inyección de DYN-A2-17 en este núcleo a través de 
técnicas que permitan la detección local (en PVN) de CRF como inmunohistoquímica o 
inmunofluorescencia.  
 
8. CONCLUSION Y PROYECCIONES 
 
En resumen, los resultados obtenidos en este estudio sugieren que DYN-A2-17 es un 
neuropéptido que promueve la ingesta de alimento a través de sus acciones en PVN las 
cuales dependerían de la señalización local de CRF en PVN.  
Experimentos futuros deberían confirmar la activación local de CRF por la inyección de 
DYN-A2-17 en PVN y determinar los receptores de DYN-A2-17  que median sus efectos en 
conducta incluyendo ingesta de alimentos. Finalmente cabe resaltar el potencial 
biotecnológico a partir de la identificación de mecanismos biológicos de acción del 
neuropéptido no opioide DYN-A2-17, su regulación e interacción con otros neuropéptidos 
lo que contribuirá en entender la regulación de la alimentación y del balance energético 
facilitando el diseño de posibles terapias para el tratamiento de patologías de trastornos 

























Figura 11. Modelo propuesto. Modelo propuesto de mecanismo de acción de DYN-A2-17 en PVN que 
aumentan la ingesta de alimento. Los efectos de DYN-A2-17, proveniente de neuronas de OXA/DYN 
ubicadas en LH, estarían mediados por activación de CRF en PVN, lo que provoca un aumento en la 
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10.1. Tabla 1. Protocolo tinción de Nissl con tionina para posicionamiento de 
cánulas 
 
Protocolo tinción de Nissl con tionina para posicionamiento de 
cánulas     
   
   
Buffer acetato 1min   @TA 
Tionina 0.1% (buffer acetato + solución tionina 1%) 1-3min  @TA 
Buffer acetato (agua destilada+ ácido acético 1M + acetato de sodio 
1M) 30seg  @TA 
Deshidratación      
-Etanol 10% 15seg  @TA 
-Etanol 30% 15seg   @TA 
-Etanol 50% 15seg  @TA 
-Etanol 70% 15seg   @TA 
-Etanol 95% 2min  @TA 
-Etanol 95% 2min   @TA 
-Etanol 100% 2min @TA 
-Etanol 100% 2min   @TA 
Xileno 2-4min @TA 
Montaje con Entellan  @TA 
   











10.2. Tabla 2. Protocolo estándar para inmunohistoquímica 
 
                                              Protocolo estándar IHQ enzimática     
Día 1   
   
Lavados con PBS 1X 3x5min   @TA 
Bloqueo Peróxido endógeno H202 3% en Metanol absoluto 5min  @TA 
Lavados con Tritón x100 0,3% en PBS1X 3x5min  @TA 
Bloqueo de proteínas con BSA 3%+ Tritón x100 0,3% en PBS1X 1 hora    @TA 
Incubación Ac primario Overnight  @TA 
   
Día 2   
   
Lavados con PBS1X 3x5min   @TA 
Incubación Ac Secundario 90min  @TA 
Lavados con PBS1X 3x5min   @TA 
Incubación con Kit ABC 1 hora  @TA 
Lavados con PBS1X 3x5min   @TA 
Incubación con DAB/níquel 10min @TA 
Lavados con PBS1X 3x5min   @TA 
Secados de placas 24 horas @TA 
Montaje con Entellan  @TA 
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